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different  techniques  is  studied. Mats  formed  by  nanometer‐sized  fibres  of  poly(lactic  acid)  (PLA)  are  obtained  by  the  electrospinning  technique,  while 
bundles  formed  by micrometer‐sized  extruded  PLA  fibres  are  obtained  by  grouping microfibres  together.  Both  types  of  substrates  are  coated with  the 
electrically conductive polymer polypyrrole  (PPy) and  their morphological, physical and electrical characterization  is carried out. SCs on micrometer‐sized 
substrates show a higher motility and cell‐cell interaction, while a higher cell‐material interaction with a lower cell motility is observed for nanometer‐sized 
substrates.  This  higher motility  and  cell‐cell  interaction  of  SCs  on  the micrometer‐sized  substrates  entails  a  higher  axonal  growth  from  DRG,  since  the 
migration of SCs from the DRG body is accelerated and, therefore, the SCs tapestry needed for the axonal growth is formed earlier on the substrate. A higher 
length  and  area of  the  axons  is  observed  for  these micrometer‐sized  substrates,  as well  as  a  higher  level  of  axonal  sprouting when  compared with  the 





The  treatment  of  injuries  both  at  the  central  nervous  system  (CNS)  and  at  the  peripheral  nervous  system  (PNS)  presents  great 
difficulties  since  the  loss of cells,  the creation of neurotoxic environments with axonal growth  inhibiting  factors and  the effect of other 
partially unknown factors make it very difficult to achieve a functional axonal regeneration, especially at the CNS and at long PNS injuries 





The  interaction  between  cells  and  biomaterials  is  mainly  based  on  topographic  interactions  through  adhesion  and 
mechanotransduction  signals  [11,12].  Therefore,  it  is  of  great  importance  to  study  the  topography  of  the  substrates  in  order  to  direct 
axonal growth towards a target through the mechanical constriction of cells [13,14]. Many studies have concluded that a substrate based 




21]. However,  these studies have focused solely on electrospun nanometer‐sized  fibres, with a maximum diameter of  the nanofibres of 
around 1,000 nm. 
Two basic techniques can be used to manufacture poly(lactic acid) aligned fibre substrates, either producing the fibres from a solution 
by  electrospinning,  or  to  employ  fibres  obtained  by mechanical  extrusion.  The  electrospinning  technique  is  based  on  the  electrostatic 
production of nanofibres by applying electrical  forces  to a polymer solution and yields nanofibres with diameters between ten and one 
thousand  nanometers  [22,23]. On  another  hand,  fibres  obtained  by  the  extrusion  technique  are  larger,  typically with  diameters  in  the 
range between the tens and the hundreds of micrometers [24]. 


















to  its  high  electrical  conductivity,  long‐term  ambient  stability,  good  biocompatibility,  low  cost  and  facile  synthesis  by  chemical  or 
electrochemical  polymerization  [15,36–43].  It must  be  considered  that  PPy  is  an  intractable  solid with  poor mechanical  processability, 
which limits its direct application to obtain substrates with a specific topography [36]. For that reason, the strategy of coating the surface 
of  other  insulating  polymers  with  PPy  is  interesting  in  order  to  exploit  both  the  intrinsic  electrical  conductivity  of  PPy  and  the  better 
mechanical  properties  of  the  insulating  host  polymer  [15,36,44].  We  chose  poly‐L‐lactic  acid  (PLA)  as  host  polymer  of  the  substrates 
because it is a low cost, renewable, environmentally friendly and biodegradable biomaterial [45,46]. The biocompatibility of both PLA and 
PPy makes  it  possible  to use PLA‐PPy  substrates  in  tissue engineering and biomedical  applications  [47,48].  In  addition, despite PPy  is a 
nonbiodegradable polymer, it has been observed that the PPy coating of PLA substrates do not prevent the biodegradation of PLA and it 
only could retard slightly its degradation, while the PPy content is low [49–51]. 
In  this  study,  we  compare  axonal  growth  on  flat,  fibrillar  and  unidirectional  substrates  obtained  by  two  different  techniques: 
electrospinning and mechanical extrusion. Thus, fibre sizes of two different orders of magnitude are obtained: nanofibres and microfibres. 
















40420 RESINEX)  (10% wt%) was dissolved  in dichloromethane  (DCM)/dimethylformamide  (DMF)  (70/30 v/v) and  stirred  for 12 hours at 
room temperature. Then, the solution was introduced into a 12 mL syringe with an internal diameter of 15.77 mm attached to a precision 
stainless steel needle with 0.15 mm of internal diameter (30G). Aligned nanofibres were obtained by applying a voltage of 20 kV between 

















were  immersed  in  deionized water  under  compression  and  a  fixed  vacuum was  applied until  they  stopped  floating  and,  therefore,  the 
introduction of water  inside  the  spaces between  fibres was achieved,  in order  to obtain a homogeneous coating of all nano and micro 













Coating protocol  [Py] (mM)  [pTS] (mM)  [FeCl3] (mM) 
Reaction 
time (h) 
C1  7  7  19  24 
C2  14  14  38  24 
 
2.3. Mass fraction and effective coating thickness of PPy 

















2 ∙ 𝜋 ∙ 𝑟 ∙ 𝑒 ∙ 𝐿 ∙ 𝑛 (2) 
 
The  number  of  NFs  (𝑛 ),  the  ratio  of  the  number  of  fibres  (𝑛 /𝑛 )  and  the  surface  area  ratio  between  NF  and  MF  substrates 
(𝑆 /𝑆 ) were obtained by applying Eq.  (3),  Eq.  (4)  and Eq.  (5),  respectively, where 𝑉  is  the  volume of  a NF  substrate, 𝑉   is  the 
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that  allowed us  to  calculate  the  apparent  surface  electrical  resistance of  the materials  (R)  by Ohm’s  law. After measuring  the distance 


















washes of  10 min with ultrapure water  (Mili‐Q®).  The preconditioning of  the materials was done by  immersion  in Dulbecco's Modified 
Eagle Medium with a high glucose  level  (4.5 g/L)  (21331020,  Life Technologies)  supplemented with 10% of Fetal Bovine Serum  (10270‐ 





















For  the  immunostaining,  after  removing  the  cell  medium  and  washing  the  materials  with  PBS,  cells  were  fixed  with  4% 





















The DRG  images were also processed and analysed using an  in‐house software developed under MATLAB R2018a  (The MathWorks, 
Inc.) to quantify the axonal sprouting (Fig. 2). All images of DRG stained with TUJ‐1 were cropped to the region of interest and grey scaled. 
The grey intensity value (0–256) of all pixels in each transversal section (Y‐axis, image height) was measured and, thus, the mean value was 




Once  the centre and edges of  the DRG body were marked,  three different parameters were obtained  to measure axonal  sprouting: 
Scentre  as  the distance between  the point  that  corresponds  to  the  relative  intensity of  the centre of  the DRG body  (Icentre)  and  the point 
where Icentre  is reduced by 75%   (Eq. (8)), Sedge as the distance between the point that corresponds to the relative intensity of the 




























the  results  was  performed  with  GraphPad  Prism®  software  using  the  one‐way  ANOVA  test  together  with  a  multiple  sample  mean 






protocol C2. On  the other hand, microscopic  images of NF and MF substrates are shown  in Fig. S1 and Fig. 4, before and after  the PPy 
coating using the coating protocols C1 and C2, respectively. 
 When  the  coating  protocol  C1  was  employed  (Fig.  S1),  the  PPy  coating  presented  several  areas  where  the  PPy  coating  failed  to 
completely cover the fibres, so some parts of the PLA fibres were visible.  In addition, the PPy coating had a granular appearance, which 
indicates  that  the different PPy grains have not  come  together  to  form a  continuous  layer. All  this  is  indicative of  a  less homogeneous 
coating, without  forming  a  continuous  layer  of  PPy  in  all  fibres  for  the  coating  protocol  C1. However, when  the  coating  protocol  C2  is 
employed (Fig. 4), FESEM images of NF (Fig. 4 C, D) and MF (Fig. 4 G, H) substrates showed a smooth surface, without non‐covered areas 
and without the grainy appearance that was observed for the coating protocol C1. Therefore, with the coating protocol C2 a continuous 








The mass  fraction  of  PPy  for NF  and MF  substrates  coated  following  the  coating  protocol  C2 was  of  18.2%  and  3.5%,  respectively. 
Therefore, for the same coating protocol, more PPy was deposited in NF substrates due to their higher surface area and number of fibres 
4.8 0.2; 97 4 , with a higher mass fraction of PPy for NF substrates (Table 2). The effective coating thickness of PPy 
(𝑒) was higher for MF substrates, with a ratio between NF and MF substrates   of 0.21, that was obtained by applying Eq. (11) in the 
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The  culture of  SCs  (Fig.  5)  showed  that  the  cells were  capable of  adhering and proliferating  in  both NF  and MF  substrates without 
needing a previous coating of cell adhesive proteins or peptides. The cells were able to completely cover the substrates, without observing 
a notable difference when PPy was present. 
On  the  one  hand,  SCs  seeded  on  NF  substrates  (Fig.  5  A,  B  and  C)  presented  a  very  aligned  cytoskeleton,  clearly  oriented  in  the 
direction of NFs. Thus, the further expansion of their cytoskeleton takes place preferentially along the direction of the fibril axis, resulting in 
a  highly  elongated  shape  of  each  cell.  The  cytoskeleton  of  the  cells  presented  a  high  aspect  ratio,  indicative  of  a  strong  cell‐material 














conductivity of substrates (𝜎 ) and the DC‐conductivity of PPy (𝜎  ) were obtained for MF and NF substrates. Values are expressed as mean ± SD. 
Coating 
protocol 
Microfibre bundle  Nanofibre mat  𝝎𝑷𝑷𝒚 𝑵𝑭/𝑺𝑵𝑭
𝝎𝑷𝑷𝒚 𝑴𝑭/𝑺𝑴𝑭
 
𝝎𝑷𝑷𝒚 (%)  e (nm)  𝝈𝑫𝑪 (S/m)  𝝈𝑫𝑪 𝑷𝑷𝒚 (S/m)  𝝎𝑷𝑷𝒚 (%)  e (nm)  𝝈𝑫𝑪 (S/m)  𝝈𝑫𝑪 𝑷𝑷𝒚 (S/m) 
C1  0.9 ± 0.2  28 ± 5  0.012 ± 0.003  23 ± 5  4 ± 2   5 ± 2  0.0012 ± 0.0005  0.08 ± 0.05  0.9 ± 0.7 
C2  3.5 ± 0.7  122 ± 8  1.36 ± 0.08  590 ± 35  18.2 ± 0.7  25 ± 2  1.4 ± 0.4  21 ± 4  1.1 ± 0.3 
 
On the other hand, the cytoskeleton of SCs seeded on MF substrates (Fig. 5 D, E and F) did not present any clear orientation and are 
much  less  polarised.  This  results  in  a  way  of  adhesion more  spread  of  each  cell,  with much  less  polarized  shape  than  in  the  case  of 





















also  been  observed  that  increasing  the  fibre  diameter  in  the  case  of  electrospun  NFs  enhances  filopodia  formation  and  increases  cell 
motility  and  migration  [19,21],  which  can  explain  the  increased  cell‐cell  interactions  when MF  substrates  were  used.  This  is  of  great 
importance for axonal extension from DRG because, as previously reported [58,59], SCs first migrate, and then the axons grow and extend 













To further verify  the potential of aligned NF and MF substrates on neuronal cells, DRG were  isolated and cultured on  four different 
substrates: PLA and PLA‐PPy NF mats; PLA and PLA‐PPy MF bundles. TUJ‐1 immunofluorescence images of DRG after 3 days of culture on 
the  different  substrates  are  shown  in  Fig.  6.  As  can  be  observed,  the  neurites were  extended  from DRG  bodies  following  the  uniaxial 
alignment of the fibres. 




















The  presence  of  the  PPy  coating  did  not  make  a  statistically  significant  difference  when  using  NF  substrates.  However,  when MF 
substrates  were  used,  an  increase  in  all  the  measured  parameters  could  be  observed  when  PPy  was  present,  becoming  statistically 






necessary  prerequisite  for  axonal  extension  from  the  DRG  body.  Sprouting  and  extension  from  the  DRG  body  takes  place  always 
accompanied by  Scs.  It  has been previously  reported  that,  in  the  case of  electrospun NFs,  the migration distance of  SCs  from  the DRG 






cell  layers with  cell‐cell  interactions  dominating  over  cell‐material  interactions.  This  entails  a  greater  ability  to  reorganize  and  a  higher 
availability of cells, which can associate with the growing axons, thus increasing the interactions between SCs and axons, which is critical in 
order  to  accelerate  axonal  growth.  Therefore,  the  higher  freedom  for  rearrangement  that  the migrated  SCs  have  on  the MF  substrate 




Our  experimental  data  demonstrate  the  ability  to  obtain  poly(lactic  acid)‐polypyrrole  electrically  conductive,  biodegradable  and 
biocompatible substrates that can be used in neural tissue engineering for implantable devices applications. 
The different biological behaviour of SCs seeded on highly aligned PLA‐PPy substrates which differed in diameter have been studied. On 
nanosized  fibres  (500 nm diameter) we  find  that  single  SCs  can  completely  embrace  and  surround  the  circumference of  each  fibril.  By 
contrast,  on microsized  fibres  (10 µm diameter)  the  SCs  cannot  embrace  the  fibre  circumference:  the  effective  curvature  radius  of  the 
substrate on which they adhere is much larger than in the case of the nanofibrils. Moreover, on microsized fibres the cells can stack on top 
of  each  other,  probably  because  their mobility  is much  less  hindered  than when  they  are  completely  embracing  the  circumference  of 
nanofibres. Therefore, whereas on NFs the SCs interact essentially with the fibre surface, on MFs we find the cell‐fibre but also many cell‐
cell interactions. 
This  circumstance  seems  to  be  proactive  for  the  extension  of  axons  from  the  neurons when  the  DRG  explants  are  seeded  on  the 
substrates. We find that axons extend more rapidly and for larger distances on the microfibered substrate than on the nanofibered ones. 
We  think  this  is  related  to  the  higher migration  speed  of  SCs  from  the  DRG  body,  since  the  higher motility  that  SCs  have  on  the MF 
substrate  accelerates  this  migration,  which  is  directly  related  to  the  axonal  extension  since  it  is  well  known  that  this  extension  is 
accompanied by SCs. 
The PPy coating of the PLA substrates resulted in an additional promoting effect on axonal growth, possibly produced by the greater 
surface  roughness  that  favours  the  adhesion  of  the DRG.  In  addition,  the  electroconductive  coating  of  the  substrates  allows  its  future 
electrical stimulation to enhance the axonal growth. 
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Fig.  S1. FESEM images of PLA‐PPy NF (A and B) and MF (C and D) substrates after  the PPy coating using the coating protocol C1. The arrows  in B and D 
indicate areas where the PPy coating fails to completely coat the fibres, leading to an inhomogeneous coating. Scale bar = 10 µm (A and C) and 5 µm (B and 
D). 
